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Avaliacao imunoistoquimica dos componentes fibrilares na matriz
extracelular da fascia transversal e da bainha do musculo reto
abdominal de homens portadores de hérnia inguinal

Immunohistochemical evaluation of fibrillar components of the extracellular
matrix of transversalis fascia and anterior abdominal rectus sheath in men with

inguinal hernia
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RESUMDPO

Objetivo: avaliar a participacdo dos componentes fibrilares da matriz extracelular na etiopatogenia das hérnias inguinais. Méto-
dos: foram retiradas amostras da fascia transversal e da bainha anterior do musculo reto abdominal de 40 homens na faixa etaria
entre 20 e 60 anos, portadores de hérnia inguinal tipo Il e llIA de Nyhus e de 10 controles constituido por cadaveres frescos, na mesma
faixa etaria, sem hérnia. A técnica de coloracdo foi a imunoistoquimica para coldgeno |, coldgeno Il e fibras elasticas e a quantificacao
dos componentes fibrilares foi realizada através de sistema computadorizado e software de processamento e anélise de imagem.
Resultados: nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes na quantidade de fibras elasticas, colageno | e
colageno lll, e na proporcao de colageno I/l entre os pacientes portadores de hérnia inguinal em comparacdo com individuos sem
hérnia. Conclusédo: a quantidade dos componentes fibrilares da matriz extracelular ndo se alterou nos pacientes com e sem hérnia

inguinal.

Descritores: Imunoistoquimica. Coldgeno. Matriz extracelular. Fascia. Hérnia inguinal.

INTRODUCAO

A incidéncia e a prevaléncia das hérnias da parede
abdominal permanecem essencialmente desconhe-
cidas, sendo que, das operacdes para correcao das hérnias
da parede abdominal, a herniorrafia inguinal constitui a
operacdo mais realizada pelo cirurgido geral'.

Ha décadas foram iniciados estudos direcionados
ainvestigacao dos fatores envolvidos na fragilidade da pa-
rede posterior do canal inguinal na tentativa de responder
a questdo fundamental envolvida na etiopatogenia das
hérnias inguinais, ou seja, se estas sdo sequelas de um
estresse mecanico excessivo ou manifestacao local de um
disturbio metabdlico dos constituintes da matriz extracelular
6. Todos estes trabalhos atribuiram aos componentes da
matriz extracelular a propriedade de conferir resisténcia e
integridade as aponeuroses e fascias, estruturas estas, con-
sideradas por alguns autores’®como fundamentais a inte-
gridade anatomofuncional da parede posterior do canal
inguinal.

As hérnias inguinais compartilham um aspecto
comum: o de emergir através do orificio miopectineo de
Fruchaud®. E uma abertura na parede abdominal inferior

fechada apenas pela fascia transversal, que tem sua resis-
téncia conferida pelas fibras colagenas e elasticas — os dois
principais constituintes fibrilares da matriz extracelular®.

A utilizacao de proteses para correcao das hér-
nias inguinais tem demonstrado baixa recidiva e, por isso,
grande aceitacao, constituindo procedimento padrédo para
correcdo das hérnias da regido inguinal'. Este fato levanta
a questdo se a utilizacdo de proteses sintéticas constitui
procedimento que elimina a tensdo — considerada como o
elemento principal envolvido nas recidivas —, ou indireta-
mente trata a alteracdo metabdlica presente na
etiopatogenia das hérnias inguinais.

Diante de achados controversos na literatura so-
bre a possibilidade da hérnia inguinal representar manifes-
tacdo metabdlica do tecido conjuntivo, realizou-se o pre-
sente estudo em homens adultos portadores de hérnia
inguinal tipo Il e lIA de Nyhus''. Ele tem por objetivo ana-
lisar o colageno |, colageno il e fibras elasticas na fascia
transversal e na bainha do musculo reto abdominal destes
pacientes, identificando possiveis alteracoes quantitativas
dos componentes fibrilares da matriz extracelular em cada
um dos tipos de hérnias, em comparacdo com individuos
sem hérnia.

1. Clinica Cirurgica da Unifoa — Volta Redonda, RJ, Brasil; 2. Anatomia da Unifoa — Volta Redonda , RJ, Brasil; 3. Gastroenterologia Cirurgica da

Unifesp - EPM.

Rev. Col. Bras. Cir. 2014, 41(1): 023-029


Gisele Higa
Texto digitado
10.1590/S0100-69912014000100006


24

Gongalves

Avaliacao imunoistoquimica dos componentes fibrilares na matriz extracelular da fdscia transversal e da bainha do musculo reto abdominal de homens

METODOS

Este trabalho foi realizado na Disciplina de
Gastroenterologia Cirtrgica do Hospital Sao Paulo, Univer-
sidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), Sao Paulo, SP,
Brasil. O Comité de Etica aprovou o protocolo de pesquisa
(CEP 0801/08) sem restricoes.

Utilizaram-se fragmentos da fascia transversal
e da bainha anterior do musculo reto abdominal, obti-
dos por biépsias, durante intervencdes cirdrgicas para a
correcao de hérnias inguinais e durante autépsias. Fo-
ram selecionados 20 homens com idade entre 20 e 60
anos com hérnias inguinais tipo Il de NYHUS (grupo de
hérnia indireta); 20 entre 20 e 60 anos com hérnia
inguinal tipo IlIA de NYHUS (grupo de hérnia direta); e
dez cadaveres frescos de homens com idade entre 20 e
60 anos, nao portadores de hérnia inguinal (grupo con-
trole) (Tabela 1).

Dos pacientes selecionados, foram excluidos os
diabéticos, fumantes, portadores de doencas do tecido
conjuntivo e 0s com risco cirdrgico igual ou maior que ASA
M.

Preparacao histolégica

Retirada, a amostra era imediatamente lavada
em solucdo salina a 0,9% e fixada em solucao constitui-
da de paraformaldeido a 10% (2,5ml), Phosfate Buffer
Solution (PBS) concentrado (5ml) e dgua destilada (2ml)
e armazenada a temperatura de 4°C durante duas horas.
Apos o periodo de fixacdo, era desprezada a solucao
fixadora com pipeta e adicionado 1ml de PBS concentra-
do, mais 9ml de 4gua destilada, mantendo-se resfriado a
4°C por mais 24h e, a sequir, as amostras eram incluidas
em parafina. Estes preparados histologicos foram subme-
tidos a técnicas de coloracdo imunoistoquimica, com o
objetivo de evidenciarem-se os constituintes fibrosos da
matriz extracelular.

Todos os preparados histolégicos, a partir dos
cortes obtidos da bainha do musculo reto abdominal e da
fascia transversal, foram corados pelos métodos
imunoistoquimico para colageno |, colageno lll e elastina
utilizando-se anticorpos anticolageno tipo |, anticolageno
tipo lll e antielastinas.

portadores de hérnia inguinal

Quantificacao das fibras coldgenas e elés-
ticas

Na analise morfométrica utilizou-se um software
de processamento e andlise de imagem, onde é obtida a
intensidade de coloracdo (marrom-alaranjado) e a exten-
sdo da area positiva (para colageno |, lll e elastina) e os
resultados sdo expressos em porcentagem/area. Este pro-
cedimento foi realizado para colageno |, lll e elastina isola-
damente, com o objetivo de obter resultados de cada um.

Analise estatistica

Foram utilizados os seguintes testes estatisti-
cos: 1) Kruskal-Wallis para comparar a concentracdo dos
componentes fibrilares na fascia transversal e na bainha
do musculo reto abdominal entre os grupos e para ava-
liar a proporcao entre colageno | e lll nos diferentes gru-
pos; 2) Mann-Whitney para a comparar a concentracao
de componentes fibrilares na fascia transversal e na ba-
inha do musculo reto abdominal entre os dois grupos,
com e sem hérnia. Em todos os testes, fixou-se em 0,05
ou 5% (4d+0,05) o nivel de rejeicao da hipdtese de nu-
lidade, assinalando-se com asterisco os valores
significantes.

RESULTADOS

N&o houve diferenca estatisticamente significante
entre os grupos na comparacao da concentracao de fibras
colagenas tipo |, coladgenas tipo Il e elasticas na fascia
transversal e na bainha anterior do musculo reto abdomi-
nal (Figura 1).

Também nado houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos na comparacao da proporcao
de fibras colagenas tipo | e tipo Ill (colageno I/Ill) na fascia
transversal e na bainha anterior do musculo reto abdomi-
nal (Tabela 2).

Nao havendo diferencas estatisticas significantes
entre os grupos com hérnias tipo Il de Nyhus (indireta) e
tipo llIA de Nyhus (direta) e com o intuito de aumentar o
ndmero da amostra com hérnias, realizou-se a compara-
cao dos grupos com e sem hérnia e nao se evidenciou
diferenca estatisticamente significante (Tabela 3).

Tabela 1 - Distribuicdo dos pacientes nos grupos por faixa etaria.

Faixa etdria Hérnia indiretaNyhus tipo Il Hérnia diretaNyhus tipo IlIA Controle sem hérnia
(em anos) (n°de doentes) % (n°de doentes) % (n°de doentes) %
20 a 30 10 50% 1 5% 7 70%
31a40 2 10% 4 20% 1 10%
41 a 50 4 20% 6 30% 1 10%
51 a 60 4 20% 9 45% 1 10%
Total 20 100% 20 100% 10 100%
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Fibra colagena Ill (fascia transversal)

Fibra elastica (fascia transversal)

Fibra colagena | (fascia transversal)
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Figura 1 -

Boxplot dos valores da concentracdo dos componentes fibrilares (colageno tipo I, coldgeno tipo Ill e fibras elésticas) na fascia

transversal e bainha do musculo reto abdominal dos grupos controle, hérnia tipo Il de Nyhus e hérnia tipo llIA de Nyhus.
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Tabela 2 -

Comparacao da proporcao entre fibras coldgenas tipo | e tipo Ill em pacientes portadores de hérnias inguinais tipo

Il (indireta), tipo IlIA (diretas) e controle cadaver (sem hérnia).

Colageno | / Colageno Il Grupo n Média Desvio-padrao Minimo Méaximo
Total 50 1,2 0,6 0,5 3,3

Fascia transversal Hérnia indireta 20 1,2 0,5 0,5 2,4
Hérnia direta 20 1,3 0,7 0,5 3,3
Controle 10 1,1 0,3 0,6 1,8
Teste Kruskal-Wallis: p-valor=0, 648
Total 50 1,2 0,5 0,4 3,6

Bainha do reto abdominal Hérnia indireta 20 1,3 0,7 0,4 3,6
Hérnia direta 20 1,1 0,3 0,5 1,7
Controle 10 1,1 0,3 0,7 1,7

Teste Kruskal-Wallis: p-valor=0, 879

DISCUSSAO

Alteracbes anatdmicas, anatomofuncionais, con-
génitas e que promovem a elevacao da pressao intra-ab-
dominal sdo fatores ja consagrados na literatura como par-
ticipantes na etiopatogenia das hérnias inguinais*'>'* no
entanto, nos Ultimos anos, um novo conceito tem desper-

tado interesse nos cirurgides, a presenca de alteracbes no
tecido conjuntivo dos pacientes portadores de hérnias
inguinais como fator predisponente ao desenvolvimento
desta doenca.

O conhecimento atual sobre os mecanismos
bioquimicos e metabdlicos que incidem sobre a etiopatogenia
da hérnia inguinal sdo controversos. O presente trabalho esta

Tabela 3 - Comparacao da quantidade de fibras coldgenas tipo I, tipo Il e fibras eldsticas em pacientes portadores de hérnias
inguinais (indireta ou direta) e controle (cadaver sem hérnia).

Fibra Grupo n Média Desvio-padrédo Minimo  Maximo

Fibra colagena tipo | Total 50 21,3 6,1 10,2 35,2

(Fascia transversal) Com hérnia 40 20,8 5,9 10,2 35,2
Controle 10 23,5 6,4 15,2 34,3
p=0,254

Fibra colagena tipo | Total 50 25,1 8,2 7.7 47,9

(Bainha do reto abdominal) Com hérnia 40 24,4 8,5 7.7 47,9
Controle 10 27,7 6,6 18,6 39,4
p=0,296

Fibra colagena tipo lll Total 50 19,8 7,6 3,3 40,4

(Fascia transversal) Com hérnia 40 19,0 8,0 3,3 40,4
Controle 10 22,8 4,9 16,7 31,6
p=0,326

Fibra colagena tipo Il Total 50 22,4 7.2 9,8 43,5

(Bainha do reto abdominal) Com hérnia 40 21,6 7,1 9,8 43,5
Controle 10 25,8 7,0 17,5 42,0
p=0,426

Fibra elastica Total 50 15,6 5,3 4,6 27,6

(Fascia transversal) Com hérnia 40 15,8 5,8 4,6 27,6
Controle 10 14,9 3,4 9,8 20,5
p=0,676

Fibra elastica Total 50 15,3 4,7 7,5 28,5

(Bainha do reto abdominal) Com hérnia 40 15,5 4.4 7,5 28,5
Controle 10 14,6 5,9 7,6 27,8
p=0,344

Teste de Mann-Whitney
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baseado na possibilidade da existéncia de uma associacao
entre alteracdes na proporcao e/ou quantidades de um dos
componentes fibrilares, elastico, coldgeno | e colageno Ill, e
a fragilizacdo da fascia transversal como condicdo
fisiopatoldgica envolvida na herniogénese.

O primeiro estudo para investigar a associacao
de hérnia inguinal com defeito do metabolismo do colageno
foi realizado por Read', que descreveu aponeurose do
musculo reto abdominal mais fina e com menor peso por
area em pacientes com hérnia direta. Ele e outros autores
acreditam gue o processo que influencia sobre a quantida-
de de colageno nessas aponeuroses se refletiria igualmen-
te na fascia transversal, tornando-a fragilizada e propician-
do a formacao das hérnias'"".

Os grupos controles, utilizados pelos trabalhos
citados acima, analisaram amostras da bainha anterior do
musculo reto abdominal de pacientes operados através de
incisdes infraumbilicais medianas para o tratamento de al-
gumas afeccoes que também apresentam desordens do
sistema conjuntivo, como os portadores de aneurismas de
aorta abdominal, tornando inadequada tal comparacao.
Neste experimento, o grupo controle foi constituido por
cadaveres nao portadores de hérnia inguinal, o que possi-
bilitou que as amostras da bainha anterior do musculo reto
abdominal e da fascia transversal fossem coletadas direta-
mente da regido inguinal.

Estudos que utilizaram a fascia transversal de
pacientes com hérnia inguinal para avaliacdo quantitativa
do colageno?®'” mostram controvérsias em seus achados.

Peacock e Madden realizaram estudos
bioquimicos para quantificacdo do colageno, através da
dosagem da hidroxiprolina na fascia transversal de pacien-
tes com hérnia inguinal recidivada e compararam com a
fascia do mesmo lado, contudo nao encontraram diferen-
ca significativa entre o lado hernidrio e o sem hérnia'®.

Bellon et al. em estudo mais detalhado avaliou,
através da microscopia eletrdnica, a ultraestrutura da fascia
transversal, a dosagem da hidroxiprolina tecidual e através
de coloracdo imunoistoquimica, determinando a porcenta-
gem do colageno tipo | e colageno tipo lll e a presenca de
metaloproteinases na fascia transversal de pacientes com
hérnia inguinal direta e indireta. Encontrou apenas a ma-
triz extracelular mais abundante nos pacientes com hérnia
inguinal direta, o que ele atribuiu a maior expressao de
metaloproteinases nos portadores de hérnia direta’.

Wolwacz et al. utilizaram a avaliacdo
computadorizada para quantificar as fibras colagenas pre-
sentes na fascia transversal de pacientes com hérnia dire-
ta, coradas pela técnica histoquimica de picrosirius-polari-
zacao, e compararam com cadaveres sem hérnia. Demons-
traram que a drea média percentual de coldgeno nos paci-
entes com hérnia era metade da area dos controles?. Es-
tudo similar realizado pelos autores deste trabalho nao
demonstrou diferencas estatisticamente significantes entre
os pacientes com hérnia direta, indireta e o controle sem
hérnia?'.

Existe associacao intima entre os componentes
colagenos e elasticos da fascia transversal, pressupondo
acao integrada desses dois componentes na resisténcia da
parede posterior do canal inguinal. Alguns trabalhos de-
fendem a hipdtese de que a deformacao inelastica do
colageno, também alterado em sua quantidade acompa-
nhado de alteracoes quantitativas e estruturais do sistema
de fibras elasticas, seriam os responsaveis pela formacao
da hérnia inguinal???. No entanto, sao poucos os estudos
na literatura que avaliam concomitantemente as fibras
colagenas e elasticas nos pacientes portadores de hérnia
inguinal.

Significativa diminuicdao na quantidade de
colageno e aumento na quantidade de fibras elasticas na
fascia transversal de pacientes com hérnia inguinal direta
guando comparado a pacientes com hérnia inguinal indi-
reta, foram demonstradas; no entanto, este aumento da
guantidade de fibras elasticas ndo elevaria a complacén-
cia do tecido elastico, pois estas fibras apresentam altera-
¢bes estruturais, principalmente, com o aumento da ida-
de*?. Foram demonstradas alteracdes da densidade do
colageno na pele de pacientes com hérnia quando compa-
rada a pele da mesma regido de pacientes sem hérnia; no
entanto, nenhuma diferenca na densidade e distribuicdo
das fibras elasticas foi observada entre os dois grupos'?.

Ozdogan et al. analisaram, através de
microscopia 6ptica, o grau de densidade da coloracdo das
fibras colagenas e elasticas na pele, bainha do musculo
reto abdominal, fascia transversal e peritdnio de pacientes
com hérnia inguinal direta e indireta e compararam com
controles submetidos a colecistectomia’. As amostras da
bainha do musculo reto abdominal dos controles demons-
traram alto grau de coloracao para fibras colagenas e elas-
ticas quando comparadas ao grupo com hérnias. Nenhu-
ma diferenca foi encontrada nas amostras dos outros teci-
dos e entre os grupos de hérnia direta e indireta.

As dificuldades na andlise desses trabalhos es-
tao, inicialmente, na selecdo do tipo de hérnias, pois fo-
ram utilizados indiscriminadamente pacientes com hérnias
tipo II, IIA, 11IB e lIC e na utilizacao de doentes de ambos
0s sexos, uma vez que as mulheres podem apresentar al-
teragdes do sistema conjuntivo relacionadas com disturbi-
0s hormonais determinados pela gravidez e uso de
hormoénios?. Além disso, a utilizacdo de pacientes idosos
também pode interferir nos resultados desses trabalhos,
pois existem alteracdes das fibras colagenas e elasticas nos
pacientes com idade acima dos 60 anos?3%4.,

Neste estudo, utilizando coloracao
imunoistoguimica, mensurou-se o colageno tipo | e tipo llI
e as fibras elasticas na fascia transversal e na banha an-
terior do musculo reto abdominal. Quantificaram-se seus
valores através do processamento de imagens por com-
putador, cuja aplicabilidade e eficacia foram comprova-
das'®? e nao foram encontradas diferencas estatistica-
mente significantes entre os doentes com hérnia e sem
hérnia.
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A forca ténsil e a estabilidade do tecido conjun-
tivo dependem da quantidade e da variacdo na proporcao
dos tipos | e lll do coldgeno; na pele esta proporcao esta
representada na razao de 4:1 e o aumento do coldgeno
tipo Ill leva a alteracdes das propriedades fisicas da parede
abdominal facilitado a formacao de hérnias?.

Existem evidéncias na literatura de que a pro-
porcao dos tipos I/lll do colageno esta diminuida na fascia
transversal, saco herniario e pele de pacientes com hérnia
inguinal e incisional recidivadas?’; no entanto, na hérnia
inguinal primaria, essas evidéncias estao menos
esclarecidas. Enquanto alguns trabalhos demonstraram que
a proporcado de colageno I/lll em amostras da pele de paci-
entes com hérnia é menor do gue nos controles sem hér-
nia®'°, outros autores?® nao evidenciaram diferencas na
proporc¢ao dos tipos I/l do colageno na fascia transversal
de pacientes com e sem hérnia inguinal.

ABSTRACT

portadores de hérnia inguinal

Aqui, foram mensuradas as proporcdes do coldgeno
/il em amostras da fascia transversal e da bainha do musculo
reto abdominal de pacientes com hérnia inguinal tipo Il e llIA
de Nyhus e ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significantes entre doentes e o grupo controle.

A integridade da fascia transversal depende do
processo de renovacao dos seus componentes fibrilares,
colagenos e elasticos, e o envolvimento dos demais consti-
tuintes da matriz extracelular — proteoglicanas,
glicoproteinas e metaloproteinases. Outros estudos sao
necessarios para a quantificacao destes constituintes, ado-
tando critérios rigorosos de selecdo dos grupos com hérnia
e controle para melhor elucidacdo da etiopatogenia da
hérnia inguinal no adulto.

Nossa pesquisa evidencia que a quantidade dos
componentes fibrilares da matriz extracelular ndo se alte-
rou nos pacientes com e sem hérnia inguinal.

Objective: To evaluate the role of fibrillar extracellular matrix components in the pathogenesis of inguinal hernias. Methods:
Samples of the transverse fascia and of the anterior sheath of the rectus abdominis muscle were collected from 40 men aged
between 20 and 60 years with type Il and lllA Nyhus inguinal hernia and from 10 fresh male cadavers (controls) without hernia in the
same age range. The staining technique was immunohistochemistry for collagen I, collagen Il and elastic fibers; quantification of
fibrillar components was performed with an image analysis processing software. Results: No statistically significant differences were
found in the amount of elastic fibers, collagen | and collagen Il, and the ratio of collagen | / lll among patients with inguinal hernia
when compared with subjects without hernia. Conclusion: The amount of fibrillar extracellular matrix components did not change

in patients with and without inguinal hernia.

Key words: Immunohistochemistry. Collagen. Extracellular matrix. Fascia. Hernia, inguinal.
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